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 ﭼﮑﯿﺪه
ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻠﻮز اﺳﺖ ﮐﻪ از  ﻋﺎﻣﻞ ﺗﯿﻔﻮﺋﯿﺪ، ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻤﯽ، آﻧﺘﺮوﮐﻮﻟﯿﺖ و و از ﻣﻬﻤﺘﺮﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎي ﺑﯿﻤﺎري ﻫﺎﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼﻣﻘﺪﻣﻪ:
ﻪ اﯾﻦ ﻋﺎﻣﻞ ﯾﮏ ﻣﻌﻀﻞ ﺑﺰرگ ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽ در ﺟﻬﺎن ﺑ ﺑﯿﻤﺎرﯾﻬﺎي ﻧﺎﺷﯽ از .ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪاﻧﺎت ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻫﺎي ﻣﺸﺘﺮك اﻧﺴﺎن و ﺣﯿﻮ
ﺧﺼﻮص در ﮐﺸﻮرﻫﺎي در ﺣﺎل ﺗﻮﺳﻌﻪ از ﺟﻤﻠﻪ ﮐﺸﻮر ﻣﺎ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ. ﺑﻨﺎﺑﺮاﯾﻦ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺳﺮﯾﻊ، دﻗﯿﻖ و ﺑﻪ ﻣﻮﻗﻊ آن ﺑﺮاي 
ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ  شﺟﻠﻮﮔﯿﺮي از اﭘﯿﺪﻣﯽ و ﻋﻮارض ﻣﺨﺮب اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺿﺮوري ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﯽ رﺳﺪ. ﺑﺮاي ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ رو
اﺷﺎره   RCP emit-laeR،  RCP ﻫﺎي ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ، و روشyassaonummIوﺟﻮد دارد ﮐﻪ ﻣﯽ ﺗﻮان ﺑﻪ روش ﮐﺸﺖ، 
ﻧﻤﻮد. ﺗﻤﺎم اﯾﻦ روش ﻫﺎ ﺑﻪ زﻣﺎن ﻃﻮﻻﻧﯽ، ﺗﻌﺪاد زﯾﺎد ﺑﺎﮐﺘﺮي درﻧﻤﻮﻧﻪ اوﻟﯿﻪ، ﺗﺠﻬﯿﺰات ﮔﺮان ﻗﯿﻤﺖ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ و ﺑﻪ اﻓﺮاد 
 ﺑﺎ روش  PMALﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺮرﺳﯽ ﮐﺎراﯾﯽ روش ﻧﻮﯾﻦ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ  ﻣﺘﺨﺼﺺ در اﯾﻦ زﻣﯿﻨﻪ ﻧﯿﺎز دارﻧﺪ. ﻫﺪف از اﯾﻦ
 ﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﺗﯿﻔﯽ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ.ــدر ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻋﺎﻣﻞ ﻋﻔﻮﻧﯽ ﺳRCP
ﻣﻮرد ﺳﻮﯾﻪ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼي ﻣﺨﺘﻠﻒ  7ﺟﻬﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ    PMALروش ﺑﺎ  RCPدر اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ روش  ﻣﻮاد و روش ﻫﺎ:
ﺑﺮ  RCPﺘﺨﺮاج و ﺑﺎ ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ در دﺳﺘﮕﺎه . ژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎ ﻃﺒﻖ روش اﺳﺘﺎﻧﺪارد اﺳو ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪﺑﺮرﺳﯽ 
در ﯾﮏ PMAL روش ﺑﻪ ﻣﺠﻤﻮﻋﻪ ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﯽآن و در ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﺑﺎ ﺗﺸﺨﯿﺺ داده ﺷﺪﻧﺪ.  اﺳﺎس ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﭼﺮﺧﻪ ﺣﺮارﺗﯽ
ﺑﺮرﺳﯽ  از ﻃﺮﯾﻖ دﻣﺎي واﺣﺪ در ﺑﻠﻮك ﺣﺮارﺗﯽ ﺳﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه در داﺧﻞ ﮐﺸﻮر ﺗﮑﺜﯿﺮ و ﻣﺤﺼﻮﻻت اﯾﺠﺎد ﺷﺪه در ژل اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز
 .ﻣﻮرد ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪد ﮐﺪورت ﺑﻪ روش ﭼﺸﻤﯽ اﯾﺠﺎ
ﺳﺮﯾﻌﺘﺮ،   PMALﺑﺮرﺳﯽ ﻧﺘﺎﯾﺞ دو روش در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼﻫﺎ ﻧﺸﺎن داد ﮐﻪ روش ﯾﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎي ﭘﮋوﻫﺶ:
و ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﭼﺮﺧﻪ ﺣﺮارﺗﯽ ﭼﻨﺪ دﻣﺎﯾﯽ آن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﯾﮏ  RCP ﺗﺮ و اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﺗﺮ اﺳﺖ و ﺑﻪ ﺟﺎي دﺳﺘﮕﺎه ﮔﺮان ﻗﯿﻤﺖ  ارزان
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد و ﻫﻤﭽﻨﯿﻦ ﺑﺎ ﻣﺸﺎﻫﺪه  26ﺑﺴﯿﺎر ﺳﺎده و ارزان ﺳﺎﺧﺖ داﺧﻞ ﮐﺸﻮر و در ﯾﮏ دﻣﺎي واﺣﺪ  ﺑﻠﻮك ﺣﺮارﺗﯽ
در زﻣﺎن  RCPﮐﺪورت ﺣﺎﺻﻞ از ﻓﺮاﯾﻨﺪ ﺗﮑﺜﯿﺮ  ژن ﻫﺎ در روش ﺟﺪﯾﺪ در ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﺑﺎ روش اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز در ﺑﺮرﺳﯽ ﻣﺤﺼﻮﻻت 
 ﮐﻮﺗﺎه ﺗﺮي ﺑﻪ ﺗﺸﺨﯿﺺ اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ اﯾﻦ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﻫﺎ ﭘﺮداﺧﺖ.
اﯾﻦ روش ﻣﯽ ﺗﻮاﻧﺪ ﺟﻬﺖ  ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻣﻮﻟﮑـﻮﻟﯽ ﺳـﺮﯾﻊ، دﻗﯿـﻖ و ارزان ﺑـﺎ ﮐـﺎرﺑﺮد ﮔﺴـﺘﺮده در   ﮔﯿﺮي: ﺑﺤﺚ و ﻧﺘﯿﺠﻪ
آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻫﺎي ﺗﺸﺨﯿﺼﯽ و ﺑﺨﺼﻮص ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻋﻮاﻣﻞ ﻋﻔﻮﻧﯽ در آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻫﺎي ﻣﻨﺎﻃﻖ ﻣﺤﺮوم و  ﻫﻤﭽﻨﯿﻦ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻫﺎي 
 ﺳﯿﺎر ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﯿﺮد.
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  ﻣﻘﺪﻣﻪ
ﺎي ﮔﺮم ـــﻫﺎ دﺳﺘﻪ ﺑﺰرﮔﯽ از ﺑﺎﺳﯿﻞ ﻫﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ     
ﻋﺮض  و 3ﺗﺎ  1ﺑﻪ ﻃﻮل ﻫﺎ  ﺪازه آنــﻣﻨﻔﯽ اﻧﺪ ﮐﻪ اﻧ
  (1-4.)ﺪﺮون ﻣﯽ ﺑﺎﺷــﮑـــﻣﯿ 0/8ﺗﺎ  0/5
از ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ داراي ﺳﻪ ﺣﺎﻟﺖ اﺻﻠﯽ  ﻧﺎﺷﯽﺑﯿﻤﺎري      
 ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻤﯽ و آﻧﺘﺮوﮐﻮﻟﯿﺖ، ﺷﺎﻣﻞ ﺗﺐ روده اي)ﺗﯿﻔﻮﺋﯿﺪ(
ﺎﻋﺚ ﺑﺮوز ﻋﻮارض ـﺑﻣﯽ ﺗﻮاﻧﺪ و ﻫﺮ ﯾﮏ  ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ
ﺗﺐ، ﺳﺮدرد، ﮐﻨﺪي ﺿﺮﺑﺎن ﻗﻠﺐ، ﺑﻪ از ﻗﺒﯿﻞ ﻣﺘﻌﺪدي 
ازدﯾﺎد ﺣﺠﻢ ﮐﺒﺪ و ﻃﺤﺎل، ﺗﻮرم ﮐﯿﺴﻪ  اﺳﺘﻔﺮاق، اﺳﻬﺎل،
  (  5-7).ﮔﺮددﻣﻔﺼﻠﯽ زﺧﻢ و ﺿﺎﯾﻌﺎت  ﺻﻔﺮا،
از اﯾﻦ رو ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﻪ ﻣﻮﻗﻊ و درﺳﺖ اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮي       
در ﻣﻮاد ﻏﺬاﯾﯽ و اﻓﺮاد ﻣﺸﮑﻮك ﺑﻪ آﻟﻮدﮔﯽ ﺿﺮوري ﺑﻪ 
ﺷﻨﺎﺳﺎي اﯾﻦ ﻓﻌﻠﯽ ﻧﻈﺮ ﻣﯽ رﺳﺪ. روش ﻫﺎي ﺗﺸﺨﯿﺼﯽ 
ﻧﯿﺎز ﺑﻪ و ﺗﺎﯾﯿﺪ ﺑﯿﻮﺷﯿﻤﯿﺎﯾﯽ  روش ﮐﺸﺖﺷﺎﻣﻞ  ﺑﺎﮐﺘﺮي
اﯾﻤﻨﻮﻟﻮژﯾﮏ  يروش ﻫﺎ .(8)،ﺪﻧدارﺳﻪ ﺗﺎ ﭼﻬﺎر روز زﻣﺎن 
اﻣﺎ ﻫﻨﻮز ﻣﺸﮑﻼت ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﻧﯿﺰ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﺷﻮد و 
اﯾﻦ  ﺑﻮدن ﺎﺻﯽــﺑﺴﯿﺎري در راﺑﻄﻪ ﺑﺎ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ و اﺧﺘﺼ
  (9).روش ﻫﺎ وﺟﻮد دارد
 ﮐﻪروﺷﯽ ﺳﺮﯾﻊ و ﺣﺴﺎس اﺳﺖ   RCPروش      
داراي ﻣﺰاﯾﺎي ﺑﺴﯿﺎري اﺳﺖ اﻣﺎ داراي ﻣﺤﺪودﯾﺖ ﻫﺎﯾﯽ 
اﺳﺘﻔﺎده از  ،زﯾﺎد ﻫﺎي ﺣﺮارﺗﯽﭼﺮﺧﻪﻣﺎﻧﻨﺪ  ﺰ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪـﻧﯿ
ﻫﺎي آﺷﮑﺎر روش  ﮑﻠﺮ ﮔﺮان ﻗﯿﻤﺖ وﺗﺮﻣﻮﺳﺎﯾدﺳﺘﮕﺎه 
اﻣﮑﺎن  و ﺑﻪ ﻫﻤﯿﻦ دﻟﯿﻞ ﺳﺎزي و ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻣﺤﺼﻮل
اﺳﺘﻔﺎده در آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻫﺎي ﺻﺤﺮاﯾﯽ و ﺳﯿﺎر را 
  ( 01-21).ﻧﺪارد
واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ  ANDﺗﮑﺜﯿﺮ ﻫﻢ دﻣﺎي  روش ﺟﺪﯾﺪ     
ﺳﺖ ﮐﻪ ا ﺎ ﮐﺎراﯾﯽ ﺑﺎﻻروﺷﯽ ﺳﺎده  ﺑ PMAL ﻘﻪـــﺣﻠ
ﻂ ﻧﻮﺗﻮﻣﯽ و اﯾﻦ روش ﺗﻮﺳ .ﻫﺎﺳﺖﻓﺎﻗﺪ اﯾﻦ ﻣﺤﺪودﯾﺖ
ﻣﻌﺮﻓﯽ ﮔﺮدﯾﺪ، در اﯾﻦ روش  0002ﻫﻤﮑﺎران در ﺳﺎل 
ﺳﺮﻋﺖ ﺑﺎﻻ در  ﮐﺎراﯾﯽ و ﺑﻪ ﻃﻮر اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ و ﺑﺎ AND
  ( ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻣﯽ ﯾﺎﺑﺪ. lamrehtosIﺷﺮاﯾﻂ ﺗﮏ دﻣﺎﯾﯽ)
ﭘﺮاﯾﻤﺮ)دو ﭘﺮاﯾﻤﺮ داﺧﻠﯽ و دو  4در اﯾﻦ روش از       
 6ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺧﺎرﺟﯽ( اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﮔﺮدد، ﮐﻪ در ﻣﺠﻤﻮع 
ﺮار ـــﺎﺳﺎﯾﯽ ﻗـﻫﺪف را ﻣﻮرد ﺷﻨ ANDﻧﺎﺣﯿﻪ ژﻧﯽ از 
دﻫﺪ و ﻧﺎﺣﯿﻪ ﻫﺪف ﻃﯽ ﻓﺮاﯾﻨﺪي دﻧﺒﺎﻟﻪ دار و ﺑﺎ  ﻣﯽ
درﺟﻪ  06-56ﺗﺸﮑﯿﻞ ﻧﻮاﺣﯽ ﺳﻨﺠﺎق ﺳﺮي در دﻣﺎي 
ﭘﻠﯽ ﻣﺮاز  ANDاﺳﺘﻔﺎده از ﯾﮏ آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺎ و  ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد
اﯾﻦ روش داراي  .(31)،ﻣﻘﺎوم ﺑﻪ ﺣﺮارت ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻣﯽ ﯾﺎﺑﺪ
   :ﯾﯿﻢﻫﺎ اﺷﺎره ﻣﯽ ﻧﻤﺎ ﻣﺰاﯾﺎي ﺑﺴﯿﺎري اﺳﺖ ﮐﻪ ﺑﻪ آن
را ﺑﺎ ﮐﺎراﯾﯽ ﺑﺎﻻ  ANDﻗﺎدر اﺳﺖ  PMAL( 1     
( ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻧﻤﺎﯾﺪ و lamrehtosIﺗﺤﺖ ﺷﺮاﯾﻂ ﺗﮏ دﻣﺎﯾﯽ )
 .ﺷﺮوع ﻧﻤﻮد ANDﺗﺸﺨﯿﺺ را ﺑﺎ ﺗﻌﺪاد اﻧﺪك ﺗﻮان  ﻣﯽ
ﮐﭙﯽ  6را در ﮐﻤﺘﺮ از  ANDﺣﺘﯽ ﻗﺎدر اﺳﺖ  PMAL
  . در ﻣﺨﻠﻮط واﮐﻨﺶ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﻧﻤﺎﯾﺪ
ﻫﺎي  ANDﻣﺤﺼﻮﻻت واﮐﻨﺶ ﻣﺨﻠﻮﻃﯽ از ( 2      
ﺑﺎ اﻧﺪازه ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت و ﺳﺎﺧﺘﺎر  يﺳﺎﺧﺘﺎر ﺳﻨﺠﺎق ﺳﺮ
ﮐﻪ از  ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ ﮔﻞ ﮐﻠﻢ ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺑﺎ ﺣﻠﻘﻪ ﻫﺎي ﻣﺘﻌﺪد
ﯿﻠﯿﻨﮓ ﺑﯿﻦ ﺗﻮاﻟﯽ ﻫﺎي ﻣﻌﮑﻮس ﺗﮑﺮاري از ﺗﻮاﻟﯽ ــاﻧ
وﺳﮑﻮپ ﮔﺮدﻧﺪ، ﮐﻪ ﺣﺘﯽ در زﯾﺮ ﻣﯿﮑﺮﺎد ﻣﯽـــﻫﺪف اﯾﺠ
اﻧﺪ، و اﻣﮑﺎن ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻧﻮري ﺑﻪ راﺣﺘﯽ ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه
   .اﻧﺘﺨﺎﺑﯽ را ﻓﺮاﻫﻢ ﻣﯽ ﻧﻤﺎﯾﻨﺪ
 4ﺑﺴﯿﺎر اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﻋﻤﻞ ﻣﯽ ﮐﻨﺪ زﯾﺮا ﺑﺎ PMAL (3    
ﻧﺎﺣﯿﻪ ژﻧﯽ از ﺗﻮاﻟﯽ ﻫﺪف را در  6ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻗﺎدر اﺳﺖ ﮐﻪ 
ﻣﻮرد  PMALﻧﺎﺣﯿﻪ را در ﻃﯽ واﮐﻨﺶ  4آﻏﺎز واﮐﻨﺶ و 
      ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﻗﺮار دﻫﺪ. 
ﺳﺎده و اﻧﺠﺎم آن آﺳﺎن اﺳﺖ، و  PMAL( روش 4     
واﮐﻨﺶ ﭘﻠﯽ ﻣﺮاز و ﻣﺨﻠﻮط  ANDﺗﻨﻬﺎ ﻧﯿﺎز ﺑﻪ ﭘﺮاﯾﻤﺮ، 
دارد و ﻧﯿﺎزي ﺑﻪ ﺗﺮﻣﻮ ﺳﺎﯾﮑﻠﺮ ﻧﺪارد و واﮐﻨﺶ در ﺣﻤﺎم 
  ( 31).ﺠﺎم اﺳﺖﻫﺎي ﺣﺮارﺗﯽ ﻗﺎﺑﻞ اﻧآب ﮔﺮم ﯾﺎ ﺑﻠﻮك
وﺳﯿﻠﻪ ﺗﺮﮐﯿﺐ ﺑﺎ ﻧﺴﺨﻪ ﺑﺮداري ﻣﻌﮑﻮس ﻪ ( ﺑ5     
را ﺑﺎ ﮐﺎراﯾﯽ ﺑﺎﻻ  ANRﻗﺎدر اﺳﺖ ﺗﻮاﻟﯽ ﻫﺎي  PMAL
  (31).ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻧﻤﺎﯾﺪ
ﺳﺎزي ﻧﺘﯿﺠﻪ ﻧﻬﺎﯾﯽ واﮐﻨﺶ ﺑﺮ ( اﻣﮑﺎن آﺷﮑﺎر6     
ﺑﺎ ﭼﺸﻢ اﺳﺖ ﮐﻪ ﺳﺎس ﮐﺪر ﺷﺪن ﻣﺤﯿﻂ ﻋﻤﻞ واﮐﻨﺶ ا
  ( 41).ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه اﺳﺖ ﯾﺎ دﺳﺘﮕﺎه
اوﻟﯿﻪ و ﺣﺘﯽ ﻧﯿﺎز  ANDﻧﯿﺎز ﺑﻪ واﺳﺮﺷﺖ ﻧﻤﻮدن ( 7      
ﻫﺎي ﺮﺧﯽ ﻧﻤﻮﻧﻪــاوﻟﯿﻪ از ﺑ ANDﺮاج ـــﺑﻪ اﺳﺘﺨ
ﺎﯾﻊ( ــﺖ ﻣـــﻂ ﮐﺸــــ)ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻣﺤﯿ ﻮژﯾﮏـــﻮﻟـــﺑﯿ
  (51 -71).ﻤﯽ ﺑﺎﺷﺪﻧ
ﻧﯿﺰ ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎﯾﺮ  PMALﺢ اﺳﺖ ﮐﻪ ــﭘﺮ واﺿ     
در ﻃﺮاﺣﯽ  ﺎﯾﯽـــﺪودﯾﺖ ﻫـــــروش ﻫﺎ داراي ﻣﺤ
ﺘﻪ آﺷﻨﺎﯾﺎن ﺑﺎ ـــﮐﻪ اﻟﺒاﺳﺖ  ﭘﯿﭽﯿﺪه ﭘﺮاﯾﻤﺮ
 .(81)،آن ﻫﺴﺘﻨﺪاﻧﺠﺎم ﺎدر ﺑﻪ ــــﻮرﻣﺎﺗﯿﮏ ﻗــــﻔﻧﺑﯿﻮا
   ﺑﺮاي PMALو  RCPدو روش  ﻖــــﻦ ﺗﺤﻘﯿـــدر اﯾ
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و ﮔﺮدﯾﺪ  ﺑﺮرﺳﯽ ﺎﻟﻤﻮﻧﻼــــﺺ ﺳـــــﺗﺸﺨﯿ
ﺖ ـــــﻧﺴﺒ PMALﮐﻪ روش  ﺪـــﺎن داده ﺷــــــﻧﺸ
  ﺗﺮ و دﻗﯿﻖ ﺗﺮ اﺳﺖ.  ﺳﺮﯾﻊ ﺗﺮ، آﺳﺎن   RCPﺑﻪ 
  ﻫﺎﻣﻮاد و روش
ﺳﻮﯾﻪ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﮐﻪ  7در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ از       
ﺎده ﮔﺮدﯾﺪه ــــــﻫﺎ ذﯾﻼً ﺑﯿﺎن ﺷﺪه اﺳﺘﻔ اﺳﺎﻣﯽ آن
وزارت  ﻧﺲاﺮــــــﺎﯾﺸﮕﺎه رﻓـــــاز آزﻣﮐﻪ  اﺳﺖ
  اﻧﺪ.ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه ﺪاﺷﺖــــﺑﻬ
     ihpyt allenomlaS(1 
   A ihpytarap allenomlaS (2
         B ihpytarap allenomlaS (3
   C ihpytarap allenomlaS (4
   siditiretne allenomlaS (5
  sitnafni allenomlaS(6
    inavah allenomlaS( 7
ژن ﺗﻬﯿﻪ ﺮﮐﺖ ﺳﯿﻨﺎــــﺎز از ﺷــــﺳﺎﯾﺮ ﻣﻮاد ﻣﻮرد ﻧﯿ
  ﺎده ﺷﺪه ـاﺳﺘﻔ ﺎر ﺳﺎدهــــﺮارﺗﯽ ﺑﺴﯿــــﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﻠﻮك ﺣ
  در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ ﺳﺎﺧﺖ داﺧﻞ ﮐﺸﻮر ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ.
ﮏ از ـــاز ﻫﺮ ﯾ :ﻫﺎﻮﻧﻪــي ﻧﻤﺳﺎزدهﻣﺎآروش       
ﺑﺮداﺷﺘﻪ و در ﻣﺎﯾﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ  05ﻫﺎي ﻓﻮق ﺑﻪ ﻣﯿﺰان ﻧﻤﻮﻧﻪ
ﮐﺸﺖ داده ﺷﺪﻧﺪ  BLﺳﯽ ﺳﯽ ﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺖ ﻣﺎﯾﻊ  1/5
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد  73ﺧﺎﻧﻪ ﺳﺎﻋﺖ در ﮔﺮم 42و ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﻫﺎ رﺷﺪ  از ﮔﺬﺷﺖ اﯾﻦ زﻣﺎن ﺗﻤﺎم آن ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ، و ﺑﻌﺪ
 ﺮدﻧﺪ و آﻣﺎده اﺳﺘﺨﺮاج ژﻧﻮم ﺷﺪﻧﺪ.ﮐ
ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼﻫﺎي ﮐﺸﺖ داده ﺷﺪه ﺑﻪ روش  AND      
( اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه و ﺳﭙﺲ 02،91اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﻓﻨﻞ ﮐﻠﺮوﻓﺮم )
ﺗﺄﯾﯿﺪ  درﺻﺪ 1 ﻫﺎ ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎروز وﺟﻮد ژﻧﻮم آن
    ﮔﺮدﯾﺪ.
 ﻬﺖﺟ  PMALﺪام ﺑﻪ اﻧﺠﺎم ﺗﺴﺖ ــــــﻗﺒﻞ از اﻗ      
از  ﻣﺘﺪاول RCPاز روش  ﺎﻟﻤﻮﻧﻼـــــﺗﺄﯾﯿﺪ ژﻧﻮم ﺳ
ﺎزي ﺷﺪه ــــﻨﻪ ﺳـــو روش ﺑﻬﯿ ﺮﻫﺎي زﯾﺮـــــﭘﺮاﯾﻤ
ﮐﻪ  ﺺ ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼـــــﺟﻬﺖ ﺗﺸﺨﯿ RCP
ﺎده اﺳﺘﻔ ﻂ ﮐﺮﻣﯽ و ﻫﻤﮑﺎران اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﺑﻮدـــﺗﻮﺳ
  (12-32).ﮔﺮدﯾﺪ
   
  
  RCP. ﺗﻮاﻟﯽ ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه ﺑﺮاي واﮐﻨﺶ 1ﺟﺪول 
  
 RCP fo eziS
 )pb(tcudorp
 laires remirp ecneuqes )pb(eziS
- CCAAGCAATACAGAAGGTATCGTTC-'٥ ٥٢ ٨٥٢
              '٣
 ١ ٣TS
 '٣- AGATACCTCGAAAACTACCCTCTGC-'٥ ٤٢ 
             
 ٢ ٤TS
      '٣-GCCTAGAGTAATTAGTTGTTATG -'٥ ٣٢ ٣٧٣
        
 ٣ ٢١TS
        '٣-TTGCACAAAGGCACGCATTATA -'٥ ٢٢ 
      
 ٤ ٣١TS
  
ﺮاي ـــــــﺑ RCP ﺎﯾﺶــــــﻣآزدر 
ﺼﺎت ـــــﻣﺸﺨ ،ﺎت ﻣﻮرد ﻧﻈﺮــــــﻗﻄﻌ ﯿﺮــــــﺗﮑﺜ
ﺑﻪ ﻮاد اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه ــــﺎدﯾﺮ ﻣـــــﻣﻘﺎﯾﺶ و ـــــآزﻣ
  (: 3و 2)ﺟﺪاول ﺷﺮح زﯾﺮ اﺳﺖ
  
  ﭘﺮوﻓﺎﯾﻞ ﺣﺮارﺗﯽ ﻣﻮرداﺳﺘﻔﺎده ﺑﺮاي ﺗﺴﺖ .2ﺟﺪول 
  
  
  
  
  
  
 erutpmeT emiT elcyC
 ºc ٤٩   ١ nim 1
 ºc ٤٩    ceS ٠٣  03
 ºc ٧٥   ١ nim  03
 ºc ٢٧   ١ nim 03
 ºc ٢٧    nim٥ 1
ﺮﺑرشور ﯽﯾارﺎﮐ ﯽﺳLAMP (Loop-mediated isothermal DNA amplification) ﺺﯿﺨﺸﺗ رد...–نارﺎﮑﻤﻫ و ﯽﻣﺮﮐ ﯽﻠﻋ  
 
 4
  
 لوﺪﺟ3.  ﺖﺴﺗ مﺎﺠﻧا ياﺮﺑ هدﺎﻔﺘﺳا درﻮﻣ ﺮﯾدﺎﻘﻣPCR  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
      ﻧژــــــمﻮﺨﺘﺳا يﺎﻫـــــ جاﺮﻓ هﺪﺷـــــ قﻮ
ﯿﺳو ﻪﺑ قﻮﻓ هﺪﺷ ﺰﯾﺎﻣ ﯽﺘﭘا شور ﻪﺑ ﺮﮐﺬﻟاـــــ ﻪﻠ
PCR .ﺪﻧﺪﺷ ﺮﯿﺜﮑﺗ  
       ﺖﺴﺗLAMP:   ﺐﺳﺎﻨﻣ يﺎﻫﺮﻤﯾاﺮﭘ نژinv A  ﻪﮐ
ﻼﻧﻮﻤﻟﺎﺳ مﺎﻤﺗ ردﺖﺳا هﺪﺷ ﺖﻇﺎﻔﺣ ﺎﻫ،  ﻪﯿﻬﺗ و بﺎﺨﺘﻧا
ﺪﺷ  ﻪﮐنآ ﯽﻟاﻮﺗ  ﺎﻫ لوﺪﺟ ﻖﺑﺎﻄﻣ4  ﯽﻣ.ﺪﺷﺎﺑ  
   
 لوﺪﺟ4 ﺖﺴﺗ رد هﺪﺷ هدﺎﻔﺘﺳا يﺎﻫﺮﻤﯾاﺮﭘ ﯽﻟاﻮﺗ ﺖﺴﯿﻟ .LAMP  
Sequence Lenght Type primer 
٥'-GACGGCTGGTACTGATCGATAGTTTTTCAACGTTTCCTGCGG -٣'  ٤٦nt(F١C, 
٢٢nt; F٢, ٢٠nt)  
Forward-inner (٥٠-
F١C-TTTT-F٢–٣٠)  
FIP 
٥'-CCGGTGAAATTATCGCCACACAAAACCCACCGCCAGG -٣'  ٤٥nt(B١C, 
٢١nt; B٢, ٢٠nt)  
Backward-inner (٥٠-
B١C-AAAA-B٢–٣٠)  
BIP 
٥'-GGCGATATTGGTGTTTATGGGG -٣'  ٢٢nt  Forward outer  F٣ 
٥'-AACGATAAACTGGACCACGG -٣'  ٢٠nt  Backward outer  B٣ 
  
7
      ﺎﻫرﻮﺘﮐﺎﻓ مﺎﻤﺗي ﺆﻣﻨﮐاو رد ﺮﺛــــ ﺶLAMP 
ﻬﺑﻪﻨﯿزﺎﺳي ﺪﺷ ﺗــــﺜﮑﺗ ﺎﯿـــــﺮ ﻧ درﻮﻣ ﻪﻌﻄﻗﺑ ﺮﻈ ﻪ
 ﯽﺑﻮﺧدﻮﺷ مﺎﺠﻧاﻤﻋا زا ﺪﻌﺑ .ـــــﺗ لﺎ مﺎﻤ
ﻓـــــﻣ يﺎﻫرﻮﺘﮐﺎــــﺮﺛﺆ ﯿﻣــــــﻣ ناﺰـــــ داﻮ
 ﺶﻨﮐاو رد ﯽﺗراﺮﺣ ﻞﮑﯿﺳوLAMP ﺷ ﻪﺑــــ ﺮﯾز حﺮ
ﺪﻨﺷﺎﺑ ﯽﻣ لواﺪﺟ)5 و6:(  
   
 لوﺪﺟ5 ﺖﺴﺗ رد هﺪﺷ هدﺎﻔﺘﺳا داﻮﻣ ناﺰﯿﻣ .LAMP  
concenteration Amount(µl)  material 
_ ١١٫٥ D٢W 
٠٫٢ mM  ٢٫٥ Buffer ١٠X 
٠٫٤ mM  ٢ Betain 
٠٫٢ mM  ٠٫٥ dNTPs 
٨ Unit ٠٫٥ Bst 
DNApolymerase 
٠٫٩ pm ٢  Primer FIP 
٠٫٩ pm  ٢ Primer BIP  
٠٫٢ pm  ٠٫٥ Primer F٣ 
٠٫٢ pm  ٠٫٥ Primer B٣ 
_ ٣ DNA 
  ٢٥ Volume 
  
Amount(µl) material 
٠٫٥ primer Forward 
٠٫٥ primer Reverse 
٢٫٥ Buffer ١٠X PCR 
٠٫٥ dNTPs 
٠٫٥ Mgcl٢ 
٠٫٥ Taq 
DNApolymerase 
١ DNA 
١٤ D٢W 
٢٠ Total Volume 
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  PMAL. ﺳﯿﮑﻞ ﺣﺮارﺗﯽ ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم ﺗﺴﺖ 6ﺟﺪول 
 eruterpmeT emiT elcyc
 ċ٥٦ nim ٥٤ ١
 ċ٢٨ nim ٠١ ٢
   
روش  ﺑﺮ ﻃﺒﻖﻪ ژﻧﻮم اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ را ﻧﻧﻤﻮ     
ﻣﺤﺼﻮل  ﺳﭙﺲﺗﮑﺜﯿﺮ ﺷﺪﻧﺪ.  PMAL ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪه
. ﺑﺮاي اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﺮرﺳﯽ ﺷﺪ درﺻﺪ 2وي ژل آﮔﺎرز ر
ﮐﺴﺐ ﺑﻬﺘﺮﯾﻦ ﻧﺘﯿﺠﻪ ﻋﻮاﻣﻞ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻣﻮﺛﺮ در ﻓﺮاﯾﻨﺪ 
ﯿﻨﻪ ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻣﯿﺰان  ﻣﻮاد ﻣﺨﺘﻠﻒ و ﺷﺮاﯾﻂ ﺣﺮارﺗﯽ ﺑﻬ
  ﺳﺎزي ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ.
  
   ي ﭘﮋوﻫﺶﻫﺎﯾﺎﻓﺘﻪ
و  RCPﺖ ـــــﺎم ﺗﺴـــــﺪ از اﻧﺠــــــﺑﻌ     
 ﺎر ازــــــﻮرد اﻧﺘﻄــــــﻌﺎت ﻣــــﺄﯾﯿﺪ ﻗﻄــــــﺗ
آزﻣﺎﯾﺶ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺮرﺳﯽ ﺷﺪه ژﻧﻮم ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ
  ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ. PMAL
  
        1       2        3       4       5        6       7        8       9                                        
  
  
  ﺟﻬﺖ ﺗﺎﯾﯿﺪ ژﻧﻮم ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ RCP ﺗﺴﺖ  ياﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ  .1ﺷﮑﻞ 
ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﺗﯿﻔﯽ  - 5 Bﻔﯽ ـــﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﺗﯿــــﺳ - 4 Aﻮﻧﻼ ﭘﺎراﺗﯿﻔﯽـــــﺳﺎﻟﻤ -3 ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼاﯾﻨﺘﺮﯾﺘﺪﯾﺲ - 2 ﻔﯽــــــﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼﺗﯿ -1
-pb003pb -002pb-001pbﻮﻟﯽ ) ــﻮﻟﮑـــوزن ﻣ- 9  ﮐﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﯽ- 8  citnafnIﻤﻮﻧﻼ ـــــﺳﺎﻟ -7 inavahﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ  -6 C
  ﮓ ﺗﺮﻧﺪ(   )ﭘﺮرﻧ005  4 - pb00
       
ﻫﻤﭽﻨﺎن ﮐﻪ در   ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ PMALزﻣﺎﯾﺶ آ      
ﺑﺎﻧﺪﻫﺎي ﻣﺘﻌﺪد دﯾﺪه ﻣﯽ ﺷﻮد در اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز  2ﺷﮑﻞ 
 ﺑﺎﻻ ﺑﻪ 142pbﻫﺎ از  ﺪازه آنــــﻧﺮدﺑﺎﻧﯽ ﺷﮑﻠﯽ ﮐﻪ اﻧ
ﺷﻮﻧﺪ ﮐﻪ از ﻣﺸﺨﺼﺎت ﺑﺎرز اﯾﻦ  ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﯽ
ﺶ اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ از اﯾﻦ ﻃﺮﯾﻖ ــروش اﺳﺖ و اﻧﺠﺎم واﮐﻨ
 ANDﺺ ﻣﯽ ﺷﻮد. در ﮐﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﯽ ﮐﻪ ﻓﺎﻗﺪ ــــﻣﺸﺨ
  اﻟﮕﻮ اﺳﺖ ﻫﯿﭻ ﺑﺎﻧﺪي ﻗﺎﺑﻞ رؤﯾﺖ ﻧﯿﺴﺖ.  
اﻧﺠﺎم ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي ﻫﺎ ﻣﺸﺨﺺ ﻧﻤﻮد ﮐﻪ ﺑﻬﺘﺮﯾﻦ      
ﺖ زﯾﺮا در اﯾﻦ درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد اﺳ 56ﻧﺘﯿﺠﻪ در دﻣﺎي 
اﻓﺰاﯾﺶ ﻣﯽ ﯾﺎﺑﺪ،  ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي  ANDدﻣﺎ ﻣﯿﺰان ﺗﮑﺜﯿﺮ 
  ﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ــزﻣﺎن واﮐﺘﺶ ﻣﺸﺨﺺ ﻧﻤﻮد ﮐﻪ از زﻣﺎن ﻫ
  
 زﻣﺎن دﻗﯿﻘﻪ ﮐﻪ در 06و 54، 03ﺷﺎﻣﻞ  PMALواﮐﻨﺶ 
دﻗﯿﻘﻪ  54 دﻗﯿﻘﻪ ﻫﯿﭻ ﻣﺤﺼﻮﻟﯽ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻧﺸﺪ. در 03
دﻗﯿﻘﻪ ﻣﯿﺰان  06در  ﻣﺤﺼﻮل اﻧﺪﮐﯽ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﺷﺪ و
   ﯿﺪ، ﻣﺤﺼﻮﻻت ﺑﻪ ﺣﺪاﮐﺜﺮ رﺳ
را در  PMALواﮐﻨﺶ  ﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﯾﺪ ﮐﻪ ﺑﻨﺎﺑﺮاﯾﻦ     
ﻬﺘﺮﯾﻦ ﺑدﻗﯿﻘﻪ اﭘﺘﯽ  06ﺑﻪ ﻣﺪت درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد  56
ﺗﺠﺮﺑﻪ ﻧﺸﺎن داد ﮐﻪ در ﺻﻮرت   ﻧﺘﯿﺠﻪ را ﻣﯽ دﻫﺪ وﻟﯽ
درﺟﻪ  28ﻘﻪ در ــــدﻗﯿ 01ﺑﻪ ﻣﺪت ﺶ ـاداﻣﻪ واﮐﻨ
ﺘﺎﯾﺞ ﺑﺎ ﻧﺑﻬﺘﺮ ﺧﻮاﻫﺪ ﺑﻮد و اﯾﻦ  ﺎﯾﺞـــــﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد. ﻧﺘ
 .la te iLو  )٥٠٠٢( .la te adeaM ﺗﺤﻘﯿﻖ 
. ﺑﺎ ﺑﻪ ﮐﺎرﮔﯿﺮي ﻫﺮ ﯾﮏ ( ﻣﻄﺎﺑﻘﺖ دارد52،42) )٧٠٠٢(
  ﻋﻠﯽ ﮐﺮﻣﯽ و ﻫﻤﮑﺎران–...در ﺗﺸﺨﯿﺺ )noitacifilpma AND lamrehtosi detaidem-pooL( PMALﺳﯽ ﮐﺎراﯾﯽ روشرﺑﺮ
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ﺑﻪ ﻃﻮر ﻣﺠﺰا ﯾﺎ  (٣B&٣F,PIB,PIF) يﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎ زا
 ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻫﯿﭻ ﻣﺤﺼﻮﻟﯽ ﺗﻮﻟﯿﺪ 3ﻔﺎده از و ﺣﺘﯽ اﺳﺘ ﺟﻔﺖ
ﻧﺸﺪ، ﺑﻨﺎﺑﺮاﯾﻦ ﺑﺮاي اﻧﺠﺎم واﮐﻨﺶ وﺟﻮد ﻫﺮ دوﺟﻔﺖ 
  ﭘﺮاﯾﻤﺮ اﻟﺰاﻣﯽ اﺳﺖ.
    
  
  ﺟﻬﺖ ﺗﺎﯾﯿﺪ ژﻧﻮم ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ MAL   ﻪ ﻫﺎ  ﺗﺴﺖاﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﻧﻤﻮﻧ .3ﺷﮑﻞ 
ژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي -4  Aژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﭘﺎراﺗﯿﻔﯽ- 3  ژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼاﯾﻨﺘﺮﯾﺘﺪﯾﺲ-2  ژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼﺗﯿﻔﯽ-1
  citnafnIﻮﻧﻼ ــژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺳﺎﻟﻤ -7  inavahژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ - 6  Cژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﺗﯿﻔﯽ -5  Bﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﺗﯿﻔﯽ 
    ﮐﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﯽ-9  ﮓ ﺗﺮﻧﺪ()ﭘﺮرﻧ005 4 - pb 00 -pb 003pb -  002pb -001pb وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ) -8
  
( در 3و1)ﺷﮑﻞ RCPو  PMALﺎﯾﺴﻪ ـــدر ﻣﻘ      
ر از اﻧﺪازﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت از د Avniﺗﻨﻬﺎ ژن  PMAL
ﺑﺮاي ﻫﺮ  RCPﺑﻪ ﺑﺎﻻ ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻣﯽ ﯾﺎﺑﺪ وﻟﯽ در  142pb
ﺪه ﻣﯽ ﮔﺮدد. ﺑﺮاي ﺟﻔﺖ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺗﻨﻬﺎ ﯾﮏ ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺸﺎﻫ
و  ٢١Sو ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي  852pbﺑﺎﻧﺪ  ٤Sو  ٣Sﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي 
 PMALﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﯽ ﺷﻮد. در  373pbﺑﺎﻧﺪ  ٣١S
 Avniﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه ﺗﻨﻬﺎ ﻗﺎدر ﺑﻪ ﺗﮑﺜﯿﺮ ژن 
ﻫﺴﺘﻨﺪ و ﺑﺎ اﯾﻦ ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎ ﺗﻨﻬﺎ ﻗﺎدر ﺑﻪ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ 
 PMAL از ﻧﻈﺮ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﯿﻢ. 
  ( 52) .ﺮاﺑﺮﺣﺴﺎﺳﺘﺮ اﺳﺖﺑ 01 RCPﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ 
  ﮔﯿﺮيو ﻧﺘﯿﺠﻪﺑﺤﺚ 
ﻫﺎي ﻣﺘﺪاول ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﻧﯿﺎزﻣﻨﺪ زﻣﺎن  روش    
ﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻃﻮﻻﻧﯽ اﺳﺖ ﮐﻪ ﻓﺎﻗﺪ ﮐﺎراﯾﯽ ﻻزم ﺟﻬ
 RCP(. از روش 91)،ﺳﺮﯾﻊ اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ
ﯿﮏ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﮑﻣﻌﻤﻮﻟﯽ ﺟﻬﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ، ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ و ﺗﻔ
  از ﺳﺎﯾﺮ اﻧﺘﺮوﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎﺳﻪ ﻫﺎ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه اﺳﺖ. 
ﺗﺸﺨﯿﺼﯽ ﺳﺮﯾﻊ ﺗﺮ و ﻣﻘﺮون  روشPMAL روش      
(. ﻣﺤﻘﻘﯿﻦ ﺟﻬﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ 21)،ﺑﻪ ﺻﺮﻓﻪ ﺗﺮي اﺳﺖ
ﻤﻮﻧﻼ ﺗﯿﻔﯽ ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ را ﺑﺮ ـــﻟﮑﻮﻟﯽ ﺳﺎﻟﻮﻣ
ﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه، ــــﺎي ﺷﻨـــﻫ ﻒ ژنـــــﺎس ردﯾــــــاﺳ
  -tni ، trp،vyt،  Td-Cif،a-Cif، Bvni، Avni
. (52)،ﻃﺮاﺣﯽ و ﺑﺮرﺳﯽ ﻧﻤﻮده اﻧﺪ Cvpsو  molf
ﻓﻮق ﺳﺮﯾﻊ ﻣﻮﺳﻮم ﺑﻪ روش  RCPﻫﺎي  ﺑﺮرﺳﯽ روش
در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺳﺮﯾﻊ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﻧﺸﺎن داده  emit-laeR
ﻟﯿﮑﻦ  ﻫﺎ ﮐﺎراﯾﯽ ﻣﻨﺎﺳﺒﯽ داﺷﺘﻪ و اﺳﺖ ﮐﻪ اﯾﻦ روش
دﺳﺘﮕﺎه اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه ﺑﺴﯿﺎر ﮔﺮان ﻗﯿﻤﺖ اﺳﺖ. در روش 
ﺑﺮاي ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺳﺮﯾﻊ ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ از دو ﺟﻔﺖ  PMAL
ر ﺑﻪ ﮐﻪ ﻗﺎد Avniﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه ﺑﺮ اﺳﺎس ژن 
ﻨﺎﺳﺎﯾﯽ اﻧﻮاع ﺳﺎﻟﻤﻮﻧﻼ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه اﺳﺖ ـــﺷ
ﺎم ـــﻖ اﻧﺠــــﯿﺎر ﺳﺮﯾﻊ و دﻗﯿـــﺺ ﺑﺴــــو ﺗﺸﺨﯿ
ﺑﺴﯿﺎري  (. اﯾﻦ روش داراي ﻣﺰاﯾﺎي42،22)،ﻣﯽ ﮔﯿﺮد
را ﺑﺎ ﮐﺎراﯾﯽ ﺑﺎﻻ ﺗﺤﺖ ﺷﺮاﯾﻂ  ANDﻗﺎدر اﺳﺖ  و اﺳﺖ
ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻧﻤﺎﯾﺪ و ﺗﺸﺨﯿﺺ را  (lamrehtosI)ﺗﮏ دﻣﺎﯾﯽ
 PMAL .ﺷﺮوع ﻧﻤﻮد ANDﺗﻮان ﺑﺎ ﺗﻌﺪاد اﻧﺪك  ﻣﯽ
ﮐﭙﯽ در ﻣﺨﻠﻮط  6را در ﮐﻤﺘﺮ از  ANDﺣﺘﯽ ﻗﺎدر اﺳﺖ 
ﺑﺴﯿﺎر اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﻋﻤﻞ ﻣﯽ ﮐﻨﺪ  ،واﮐﻨﺶ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﻧﻤﺎﯾﺪ
ﻧﺎﺣﯿﻪ ژﻧﯽ از ﺗﻮاﻟﯽ  6ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻗﺎدر اﺳﺖ ﮐﻪ  4زﯾﺮا ﺑﺎ 
واﮐﻨﺶ  ﺧﻼلﻧﺎﺣﯿﻪ را در  4ﻫﺪف را در آﻏﺎز واﮐﻨﺶ و 
اﻧﺠﺎم  ﺮار دﻫﺪ.ـــﻗ ﺎﺳﺎﯾﯽـــــﻣﻮرد ﺷﻨ PMALاﺻﻠﯽ 
ﭘﻠﯿﻤﺮاز و  ANDآن آﺳﺎن اﺳﺖ، و ﺗﻨﻬﺎ ﻧﯿﺎز ﺑﻪ ﭘﺮاﯾﻤﺮ، 
ﺳﺎﯾﮑﻠﺮ ﺮﻣﻮــــﺎزي ﺑﻪ ﺗــــــﺨﻠﻮط واﮐﻨﺶ دارد و ﻧﯿﻣ
ﻧﺪارد و واﮐﻨﺶ در ﺣﻤﺎم آب ﮔﺮم ﯾﺎ ﺑﻠﻮك ﻫﺎي ﺣﺮارﺗﯽ 
 هﺎﮕﺸﻧاد ﯽﻤﻠﻋ ﻪﻠﺠﻣ                                    مﻼﯾا ﯽﮑﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ   هرﺎﻤﺷ ،ﻢﻫﺪﻔﻫ هرودمﻮﺳ ،ﺰﯿﯾﺎﭘ 88 
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ﺖﺳا مﺎﺠﻧا ﻞﺑﺎﻗ  ﯽﯾﺎﻬﻧ ﻪﺠﯿﺘﻧ يزﺎﺳرﺎﮑﺷآ نﺎﮑﻣا
ﻨﮐاو ﻞﻤﻋ ﻂﯿﺤﻣ نﺪﺷ رﺪﮐ سﺎﺳا ﺮﺑ ﺶﻨﮐاوــ ﻪﮐ ﺶ
و ﻪﺑ زا تﺎﻔﺴﻓ وﺮﯿﭘ نﺪﺷ دازآ ﻪﻄﺳاdNTP  ﺐﯿﮐﺮﺗ و ﺎﻫ
نآ ﻨﮐاو ﻦﯿﺣ رد ﻢﯾﺰﯿﻨﻣ يﺎﻫ نﻮﯾ ﺎﺑ ﺎﻫــــ دﺎﺠﯾا ﺶ
ﺪﯾﺎﻤﻧ ﯽﻣ نﺎﺳآ ار ﺞﯾﺎﺘﻧ ﺰﯿﻟﺎﻧآ نﺎﮑﻣا و ،ددﺮﮔ ﯽﻣ  ﻪﮐ
ﺎﻫ شور مﺎﻤﺗ ﻦﯿﺑ رد درﻮﻣ ﻦﯾاﻣ يﻮ ﺮﯿﺜﮑﺗ ﯽﻟﻮﮑﻟ
DNA ﺖﺳا ﺮﯿﻈﻧ ﯽﺑ.   
       ﻘﻣــــﺘﻧ ﻪﺴﯾﺎـــ تﺎﯿﻘﯿﻘﺤﺗ ﺎﺑ ﻖﯿﻘﺤﺗ ﻦﯾا ﺞﯾﺎ
ﻪﺑﺎﺸﻣ ﻔﺘﺳا ﻪﮐ داد نﺎﺸﻧــــــ ﺮﺑ ﻪﮐ ﯽﯾﺎﻫﺮﻤﯾاﺮﭘ زا هدﺎ
نژ سﺎﺳا invA (invA invasion protein) 
ﻨﺘﺴﻫــــ ﻪﺑ ﻼﻧﻮﻤﻟﺎﺳ ﺺﯿﺨﺸﺗ رد ﯽﯾﻻﺎﺑ ﯽﯾارﺎﮐ ﺪ
 شورLAMP نژ زا نژ ﻦﯾا اﺮﯾز ،ﺪﻧراد ﻫــــــ يﺎ
ﻠﺳ ﻪﺑ يﺮﺘﮐﺎﺑ ﻢﺟﺎﻬﺗ لﺆﺴﻣ ﻢﻬﻣـــــﻫ لﻮـــــ يﺎ
ﻠﺘﯿﭘاﯿﯿﻘﺤﺗ ﻦﯾا رد .ﺖﺳا لﺎـــــﻨﯿﻬﺑ ﺎﺑ ﻖيزﺎﺳ ﻪ  يﺎﻫ
 ﺶﻨﮐاو ﯽﻃ رد هﺪﺷ مﺎﺠﻧاLAMP ﻣزـــــ ﯽﯾﺎﻬﻧ نﺎ
ﯿﺨﺸﺗـــــ ﻪﺑ ﺖﺒﺴﻧ ﺺPCR ﺴﺑـــــ هﺎﺗﻮﮐ رﺎﯿ
ﮐ ﻦﯾا مﺎﺠﻧا ﺖﻬﺟ ،ﺪﯾدﺮﮔــــﻓ رﺎــــﻫرﻮﺘﮐﺎــــ يﺎ
 ،ﻢﯾﺰﻧآ ﻞﯿﺒﻗ زا ﺶﻨﮐاو رد ﺮﺛﺆﻣdNTPﭘ ،ـــــ ،ﺎﻫﺮﻤﯾاﺮ
 ،ﻦﯿﺋﺎﺘﺑDNA  يزﺎﺳ ﻪﻨﯿﻬﺑ ﺶﻨﮐاو مﺎﺠﻧا نﺎﻣز و ﻮﮕﻟا
ﺷــــﺑ ﺖﺒﺴﻧ ﻪﮐ ﺪﻧﺪﺗ ﻪــــ ﺖﻬﺟ ﻪﮐ ﯽﯾﺎﻫ شﻼ
ﻣز ندﻮﻤﻧ هﺎﺗﻮﮐـــــﺘﮐﺎﺑ ﺺﯿﺨﺸﺗ نﺎـــــــيﺮ  يﺎﻫ
ﻤﯿﺑـــــيرﺎ ﺳ ﻪﻠﻤﺟ زا ازــــــﻟﺎـــــ ﺎﺑ ﻪﮐ ﻼﻧﻮﻤ
ﮕﺘﺳدـــــ لواﺪﺘﻣ يﺎﻫ هﺎPCR ﮔ ترﻮﺻـــــ ﻪﺘﻓﺮ
ﺪﺷﺎﺑ ﯽﻣ ﻪﺟﻮﺗ ﻞﺑﺎﻗ ﺖﺳا.  
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Abstract 
 
Introduction: Salmonella Bacterium is not 
only a causative factor of typhoid fever, 
enterocolitis, and salmonellosis, but it is 
also a zoonotic infection. This bacterium is 
a major health problem throughout the 
world, and is especially prevalent in 
developing countries. Therefore, rapid 
diagnosis of salmonella can prevent its 
outbreak. Different techniques are used for 
the diagnosis of  Salmonella bacteria, such 
as; culture, biochemical, serological, 
ELISA, Widal, immunofluorescence and 
molecular methods like PCR and Real time 
PCR,all of which are difficult, time-
consuming, and expensive. Thus, our study 
was designed to evaluate the LAMP (Loop-
mediated isothermal DNA amplification 
method) for detection of salmonella 
bacteria. 
 
Materials & Methods: In this study, we 
examined 7 different strains of salmonella.  
The DNA was extracted by standard 
methods and amplified with specific 
primers by PCR and set of primers for 
LAMP in single temperature in very simple 
thermal block made in Iran. The amplified 
products were detected by gel 
electrophoresis and LAMP products were 
visualized by their turbidity with naked eye. 
 
 
 
 
Findings: Conventional PCR method for 
detection of Salmonella needs standard 
thermocylcer and takes 3 hours, but using  
LAMP method, we were able to amplify 
and detect salmonella in simple 
thermoblock, taking much less time. After 
optimization of the process, it was, soon, 
possible to detect and identify Salmonella 
typhi bacteria within 90 minutes. This 
method is also 10 times more sensitive than 
that of the PCR. 
 
Discussion & Conclusion: According to 
the results, comparing LAMP method for 
detection and identification of Salmonella 
with conventional PCR, we have been able 
to determine the simplicity, speed and the 
superior sensitivity of the LAMP method. 
This Method is more simple, faster and 
cheaper. Non-dependence of cycle's 
temperature and thermo-cycling and 
replacement with one thermo block which 
is very simple, inexpensive and made inside 
the country, can be considered another 
advantage of the LAMP method. 
 
Key Words: Salmonella, molecular 
detection, PCR, DN, LAMP
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